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矯正的歯の移動に伴うヒト歯肉溝滲出液中のサイトカインの動態
―Interleukin cL)‐lβ,TumOr NecrosおFact r‐α,IL‐6,Epidermal
GrOwth Factor,TransfOrming Growth Factor‐βlについて一
上松節子
Interleukin(ILn‐lβ,Tumor Necrosis Factor‐α,IL‐6,Epidermal
GrOwth Factor and Transforming GrOwth Factor‐βl levels are
elevated in gingival crevicular fluid during human orthodontic
tooth inovement.
SetsukO■IEMTSU
緒言
歯科矯正学の分野では,h宙trOあるいはね
"voに
おいて,器械的刺激を加
えることによって,種々 の細胞の生化学的反応ならびに細胞構造の変化が引き
起こされるとされている。矯正的歯の移動の早期には,歯周組織での血管拡張
と歯根膜の毛細血管からの自血球の遊走による急性の炎症反応が認められる D。
引き続いて起こる骨吸収のメカニズムは,骨細胞 (bone cen)と相互に影響を
及ぼすプロスタグランディンEやInterleukincD_lβの生成と同様に,炎症性
のメディエーターの放出とも関連している。現時点では未解明であるが,自血
球によって分泌されるサイトカインは,骨細胞 (bone cen)に直接作用するか,
あるいはモノサイトやマクロファージ, リンパ球,線維芽細胞といった周辺細
胞がサイトカインや種々の成長因子を生成する過程に,間接的に作用すること
が考えられる。これまで,骨細胞 (bone cen)に関連するサイトカィンとして
IL‐lβ,tumOr necrosis factor KTND‐α,同様の作用をもつ成長因子として
epidermal growthfactor cGDが報告されている。これらのサイトカィンおよ
び成長因子は,個々 に多様な生理活性をもちめ,骨のリモデリングや吸収,ある
いは新生骨の形成と関連している3,→。現在では,骨芽細胞様細胞が,存在する
破骨細胞の活性を調節し,サイトカインの放出によって新たに破骨細胞を形成
することが証明されている5).個々のサイ トカインの生理的役割としては,IL‐
lβは骨吸収を促進し,破骨細胞の増殖を促す中心的役割を担っている0。 そし
てこのサイトカインはIL‐6,TNF‐α,EGFとオーバーラップする活性をもって
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いる。さらに,IL‐lβはTNF‐αと相乗的に作用することが知られているつ。
TNFα¨は骨吸収と骨細胞 (bone cen)の増殖を促進する8,9。また,IL‐1はIL‐6
の産生を強力に促進するといわれている10,11).EGFは新生マウスの切歯の萌出
を促進することが知られており12),線維芽細胞やのちに破骨細胞の前駆体とし
て報告された間質細胞から産生される13).さらに,骨細胞 (bone cen)から産
生されるβ2‐microg10bulin(β2-Mのも,骨細胞 (bone cen)に接着している
hsulin growthfactOr cG⊃‐Iの結合を増強し,それによってIGF‐Iの生理活性
を増大させる結果,骨が形成される 10。 以上のことから骨のリモデリングにお
けるこれらのサイトカインの生理活性についてさらに解明することは,矯正的
歯の移動との関連性を考えるうえで大いに意義がある。
しかし,ヒトにおける矯正的歯の移動に伴う,これらの調節因子の産生につ
いての知見はほとんどない。近年,矯正的歯の移動に伴う歯周組織の変化や,
pe五odontal hgnment eD⊃内の細胞による生理活性物質の産生量の変化が,歯
肉溝滲出液 gingival cre宙cular iuid(GCF)中に反映する可能性を示す報告がな
されている。Lastら1つは,矯正力による移動を行った歯から採取したGCF中
のグリコサアミノグリカン(GAG)を分析し,歯の移動方向の歯面から採取した滲
出液中のコンドロイチン硫酸のレベルが高度に上昇することを明らかにしてい
る。彼らの結果は,GCF中のGAGの様相ならびにレベルは,矯正装置によっ
て歯槽骨内を歯根が移動することによるものも含めて,深部の歯周組織の変化
を正確に反映することを示唆している。さらに,Grieveら10は,矯正的移動を
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行っている歯のGCF中のプロスタグランディンEIPGE)とIL‐lβのレベルが,
経時的に統計的有意差をもって上昇することを報告した。Da宙do宙tchlつもIL‐1
や神経内分泌性因子ならびに成長因子が,歯牙移動の反応で重要な特異的骨吸
収における局所的な因子となる可能性があると述べた。これらの研究から,歯
に器械的な力を加えた結果,PDL内の細胞が生理活性を担うに十分な量の調節
因子を産生し,それがGCF中に反映することが予想され,GCF中のサイトカ
インや成長因子の量が,矯正的歯の移動に伴って増加することが考えられる。
しかもGCF中の生理活性物質を定量することにより,歯周組織内でのそれらの
産生の動態を把握することが可能である,有用なh蒟voでの非感染性モデルを
確立することが期待できる lQ10。
本研究は矯正治療開始後0,1,24,168時間後に採取したGCF中のサイト
カイン,IL-lβ,IL-6,TNF―α,EGF,TransfOnlling GrowthFactor cGF)―βl,
さらにサイトカイン以外のメディエーターとしてβ2-MGのレベルを,高感度の
EIA法を用いて調べ,その結果,矯正力を加えてから24時間後にGCF中のサ
イトカインが急激に上昇することを明らかにした。これによって,ヒトでの矯
正的歯の移動に伴い,骨のリモデリングに関与すると考えられているサイトカ
インの動態が,GCF中に反映することが確認された。
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実験方法
実験対象
研究に対する同意を得た歯科矯正治療患者 12名を被験者として選択した。選
択基準は,以下のとおりである。 (1)全身状態が良好であること。 (2)GCF
採取以前6か月以内に抗生物質の投与を受けていないこと。 (3)GCF採取以
前lヶ月以内に抗炎症薬の投与を受けていないこと。 (4)臨床的に歯周組織め
状態が良好であり,歯周ポケットの深さは2mm以下で,レントゲン写真上で歯
槽骨の吸収が認められないこと。 (5)矯正治療の治療方針として,上下顎第一
小臼歯の抜去が必要であること.
各被験者の上下顎左右第一小自歯抜歯後,上顎にマルチブラケット装置を装
着し,レベリング後,チェーンエラスティクスを用いて250gの荷重で片側の上
顎犬歯の遠心移動を開始した。歯の移動量はデジタルキャリパスで測定した。
実験歯ならびに対照歯の遠心面については,以下に示す診査にもとづいて歯周
組織の状態を調べた。すなわち,歯周ポケットの深さ,プラークの有無,プロ
ービング時の出血である。遠心移動を行う上顎犬歯を実験歯,反対側の犬歯な
らびに実験歯と同側の下顎犬歯を対照歯として,移動開始直後,同1時間後,
同24時間後,さらに168時間後に,各犬歯の遠心側よりGCFをベーパースト
リップスにて採取した。
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GCFの採取
採取方法は0■nbacherらの方法10にのっとって行った。実験歯と対照歯を
スリーウェイシリンジでゆるやかに洗浄した後,簡易防湿下で,ベー パースト
リップス (ペリオペーパー①,HarcO社,Tustin,CA,USA)を注意深く歯肉
溝にlmmの深さで30秒間挿入し,1分後に2枚目のベリオペーパーを30秒
間挿入した (図1)。ベーパーストリップスの挿入に際しては,器械的東J激を歯
周組織に与えないように注意して行った。採取されたGCF量をベリオトロン③
(Harco社,Tustin,CA,USA)で測定した後,エッベンドルフチュープにペ
ーパーストリップスを入れて…30℃で凍結保存した。
IL‐lβ, IL‐6, TNF―α, EGF, TGF‐βl, β2-MG, タンパク量の測定
タンパク分解酵素阻害剤を加えた50mM phOsphate bl週er(pH 7.2,0。mM
phenylmethylsuronylau。五de,leupeptln,pepstatin,antipain各50μg/ml)を
加えて,ペリオペーパーからGCFを抽出した。まず,h』er looμlを各ペーパ
ーストリップスに加えて15000回転で5分間遠心操作を行い,さらに10oμlを
加えて遠心操作を行った.2枚のペーパーストリップスから求めたGCFの全抽
出液200μlを,-30℃で凍結保存した。予備試験として,既知のウシ血清アルブ
ミン (BSA)を用いてこの方法による回収率を求めた結果,83～91%であった。
抽出液の一部を用いてBradfOrdらの方法20)により,BSAを標準値としてタン
パク定量を行った。
GCFと各唾液腺由来の唾液との二次元電気泳動像 21,2oの比較検討を行った結
果,GCFが唾液と異なる独自のパターンを示したことから, この採取方法によ
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ってGCF中に唾液のコンタミネーションはないことが確認された (図2).
IL‐lβ, IL‐6, TGF―βlはELISA kit(Cayn■Яn Chemical Co.,USA, R&D
System lnc"US対で23,2o,EGFはtwO_site ELISA法で25),TNF‐α,β2‐MG
は,抗体でコーティングされたポリスチレンビー ズとβ―D―ガラクトシダーゼで
ラベルされた抗体から構成されるsalldwich EIA法で 26,2つ定量した。データは平
均士標準誤差で表し,実験群と対照群についてstudentのι検定で有意差を検
定した。二次元グル電気泳動法,銀染色法,およびウェスタンブロット法は既
法に従い行った21,22,2め.
結果
168時間後の実験歯の移動量は,平均 1.1±0.lmmであった。一方,対照歯
はいずれも移動しなかった。GCF量は,歯周組織の炎症と相関があるとされて
いる 29)。そこで,矯正的歯の移動に伴うGCF量について,24時間後の実験歯
におけるGCF量の平均を求めた結果,0.41±0.03μ1/2ペリオペーパーで,24
時間後の両対照歯の平均 (0.35±0.05 μl′2ペリオペーパー)ょりもわずかに
上昇していたが,統計的に有意の差は認められなかった。さらに,実験歯から
採取されたGCF量は,臨床的に健康と判断される歯肉から採取された値 (0。37
±0.05 μl′2ペリオペーパー)と近い値であり,かつ統計的に有意の差は認め
られなかった。実験期間中をとおして,すべての歯において視診下でプラーク
の沈着は認められなかった。さらに,歯肉の状態は良好で出血は認められず,
歯周ポケットの深さは2mm以下であった。
GCF中のIL‐lβ,TNF‐α,IL‐6,EGF,TGF‐βl,β2-MG量
矯正力を加えた後,実験歯と対照歯について求めたすべてのサイトカィン量
において統計的に有意の差を認めた。遠心移動を行っている実験歯を
expe五mental ste(以下Exp.stte),反対側の上顎犬歯をcontralateral stte
(以下Cont.stte),実験歯と同側の下顎犬歯をalltagonisdc site(以下Ant.
site)とした。Exp.siteの24時間後のIL‐lβ量 (0。88±0.1l pgノμ )は移動開
始直後のExp.siteのIL‐lβ量 (0。38±0.07 pg/μg,p=0,0077)ならびに24時
間後のConto siteのIL‐lβ量 (0.32±0.08 pgノμ ,p=0.0034)に比べて統計学
的に有意に上昇した (図3a)。これらの結果はこれまでに報告されたものと一
致する 16)。Expo stteの24時間後のTNF‐α量 (1。13±0.06 pg′μ )は移動開始
直後のExp.siteのTNF―α量 (0。43±0.14 pgノμ ,p=0.006),168時間後の
Exp.siteのTNF―α量 (0.29±0.03 pgノμ ,p=0.0133)ならびに24時間後の
Ant.siteのTNF―α量 (0.41±0。14 pgノμg,p=0.0193)に比べて有意 上昇し
た (図3b)。Expo stteの24時間後のIL‐6量(0.063±0.004 pgノμg)は移動
開始直後のExp.siteのIL…6量(0.020±0.007 pgノμg,p=0.oo77),168時間
後のExp.siteのIL‐6量(0.009±.o06 pg′μg,p=0.0147)ならびに24時間
後のAnt.siteのIL‐6量(0.016±0.006 pg′μg,p=0.0193)に比べて有意に上
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昇した (図3c).Expo siteの24時間後のEGF量(0。82±0。1l pg′μg)は移動
開始直後のExpo siteのEGF量(0.18±0.13 pgノμ ,p=0.oo76)ならびに24
時間後のAnt.siteのEGF量(0.30±.12 pg′μg,p=0.0471)に比べて有意に
上昇した (図3d).Exp.stteの24時間のTGF‐βl量(0.89±0。18 pgノμg)は
移動開始直後のExpo siteのTGF―βl量 (0。43±0.14 pgノμ ,p=0.0198)なら
びに24時間後のAnto steのTGF‐βl量(0.21±0.06 pgノμ ,p=0.o233)に比
べて有意に上昇した (図3e)。Expo stteの24時間後のβ2¨MG量(8。9±3.2 pg
ノμg)は移動開始直後のExp.siteのβ2-MG量(0.68±0.21 pgノμ ,p=0.0393),
1時間後のExp.steのβ2-MG量(0.24±0。14 pgノμg,p=0.0279),ならび
に24時間後のAnt.siteのβ2-MG量(0.50±0.23 pgノμ ,p=o.o307)に比べ
て有意に上昇した (図30。168時間後のExp.stteのβ2-MG量はさらに上昇
傾向を示したが,移動開始直後のβ2‐MG量との間に統計学的有意差は認められ
なかった。対照歯において,測定したすべてのサイトカインについて,cont.sie
から採取されたGCF中のサイトカイン量は,Ant.siteから採取されたそれより
もわずかに高い値を示した。測定したサイトカインが,Exp.ste。で24時間後
に有意に上昇したにもかかわらず,タンパク量は統計的有意差は認められなか
つた (図3g).Expo siteでの24時間後のタンパク量 (43.3±15。9 μg′μl)は,
移動開始直後のExp.stte(23.5±7.4 μgノμl,p=0.0881)ならびに24時間後の
Ant.sitのタンパク量 (16.0±6.4 μgノμl,p=0.o836)と比べて統計的有意差は
認められなかった。よって,矯正的歯の移動期間中のタンパク量の変化は,サ
イトカイン量の変化と明らかに異なっていた。さらにGCF中のタンパク質,ペ
プチドの二次元電気泳動パターンでは,時間に伴うパターン変化は顕著には認
められなかった (図4)。また,Expo siteから採取されたGCFについて求め
たウェスタンブロット法によって,24時間後と168時間後にTGF‐βlが検出さ
れた。
以上のことより,矯正的歯の移動に伴い,測定したサイトカインは,GCF中
で特異な一過性の上昇を示すことを明らかにした。
考察
実験モデルについて
Grieveらは,片側で矯正用ワイヤーを用いることによって,対照歯である反
対側の側切歯に力を加えることなく,実験歯を頬側あるいは唇側へ傾斜移動さ
せたと報告している 16)。片側のワイヤーによって実験歯となる側切歯に矯正力
を加えたとしているが,この方法では反対側の側切歯も何らかの矯正力の影響
を受けていると考えられる。よって,本研究では,実験歯と同側の下顎犬歯を
矯正力を加えない歯として対照歯に加えた。遠心移動を行っているすべての歯
は,チェーンエラスティクスによって矯正力を加え,Conto siteの歯には矯正力
を加えなかった.Ant.stteの歯には,装置は装着せず何ら矯正力を加えなかっ
た。図2に示したように,Conto siteのGCF中のいくつかのサイトカィンのレ
ベルが,Ant.stteでのレベルと比較してわずかに高くなっていることから,こ
の実験モデルは本研究に適したものと評価した。
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矯正的歯の移動に伴うGCF中のサイトカイン
Da宙d宙tchら1)は,傾斜移動の力を加えたネコ犬歯の歯周組織内にIL‐1が存
在することを,免疫組織化学的検討により明らかにした。彼らの報告は,矯正
治療に伴う骨のリモデリングの何らかの過程をサイトカィンが調節しているこ
とを,初めて示唆するものであった。そこで,この種の実験としては初めての
h宙voの実験である本研究では,ヒトでの器械的刺激に対する反応に関連する
サイトカインに焦点を当てて,矯正的歯の移動に伴い,GCF中に幾つかのサイ
トカインが存在しかつ上昇することを確認した。しかもすべてのサイトカイン
とβ2‐MGは,器械的刺激を加えた後,24時間後に統計的に有意の差をもって,
一過性の上昇を示した (図2).矯正移動を行っている歯のGCF中のサイトカ
イン量とβ2‐MG量の増加は,矯正力によって,歯周組織内の細胞がサイトカィ
ンとβ2‐MGを産生しており, しかもこれらのメディエーターがGCF中から非
感染性に認められたことを示唆するものである。
本研究では,GCF中の全タンパク量あたりのサイトカイン量 (pgノμg)とし
て報告した。これは以下の理由で重要である。すなわち,(1)GCF量はサン
プルによってばらつきがある。 (2)24時間後のGCF中の全タンパク量 (μg)
当たりのすべてのサイトカイン量は,同時刻の対照歯ならびに移動開始直後の
実験歯のそれと比較して,一過性の上昇を示したことから,歯の移動に伴うサ
イトカインの産生が確かめられた。 (3)タンパク量は,168時間後まで上昇傾
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向を示したにも関わらず,サイトカィン量は168時間後にもとのレベルまで減
少したのは,器械的刺激を加えられた歯で24時間後に,サイトカインの特異的
な上昇があったことを示唆するものである。
さらにチェーンエラスティクスを用いた本研究の矯正装置では,初期の歯の
移動後,持続的な矯正力は加わらないので,168時間後に測定したすべてのサ
イトカイン量が上昇しなかった理由としては,矯正力がほとんど加わっていな
かつたことで説明される。
これらのサイトカインの由来について詳細な検討は行われていないが,歯根
膜や歯槽骨内の例えば線維芽細胞,マクロファージ,骨芽細胞,破骨細胞とい
った細胞によって産生されていると推測される。器械的に変形した骨芽細胞と
歯根膜細胞は広い範囲で分子レベルの変化を示し,骨吸収を引き起こすものが
あるといわれている 30)。事実,移動初期,例えば12,24時間後にネヨ犬歯の
歯根膜内にIL‐lβの存在が確認されている 0。 また,ヒト歯根膜内のIL‐6の産
生が証明されている 31)。これらの最近の組織化学的検討による結果と,24時間
後にIL‐lβ,Ib6量が上昇することは一致する。矯正的歯の移動に伴い各サイト
カインの果たす役割については,本実験では明確にはできないが,器械的に変
形した組織によるGCF中へのサイトカインの産生は,矯正的歯の移動に伴う多
くの細胞の作用として説明することができる。矯正力すなわち器械的刺激によ
って,L宙voで多種の細胞において,生化学的反応が励起されると考えられる。
矯正治療初期には一種の急性炎症を伴い,自血球も炎症反応のメディエーター
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としていくつかのサイトカインを生成していると考えられる。これらのサイト
カイン,特にIL‐lβ,TNF―α,IL‐6は骨吸収過程に関係しているといわれてい
る8,32‐3り。骨芽細胞様細胞は,IL‐lβや IL‐6といったいくつかのサイトカインを
産生し36‐3o,これらのサイトカインは,骨吸収を行う破骨細胞の増殖を促進す
る。また,TGF‐βlは,線維芽細胞や骨芽細胞といったいくつかの細胞由来であ
ることが解明されつつある 39‐41)。本来骨芽細胞に作用して骨形成を促進する因
子といわれているが42),_方でマウス破骨細胞形成に対する作用は二相性で,
低濃度では促進,高濃度では抑制するとの報告もあり,議論の分かれるところ
である。本研究結果において,他のサイトカインと同様の一過性の克進が認め
られた理由としては,次の2点が推察される。ひとつは免疫応答としての
TGF‐βlの作用で,PDL内での一過性に克進した免疫応答に対する負のフィー
ドバックの役割を担っている可能性である。IL‐lβ,TNF‐αといった炎症性因子
となるサイトカインと拮抗し,ILl¨βに対する受容体の発現を抑制する4め。もう
ひとつは,TGF―βlの骨のリモデリングにおけるbone―cOuphngfactOrとしての
作用である4).破骨細胞の分化,ならびに破骨細胞による骨吸収を抑制し,骨
芽細胞による骨形成を促進することで,骨のリモデリングとそれに伴う歯の移
動を促進すると考えられる。β2-MGは腫瘍組織適合抗原のClass_Iのサブユニ
ットであり免疫応答に関わると考えられている。よって,本研究では,β2-MG
は,炎症反応に対する免疫応答を示すサイトカイン以外の指標として測定した。
β2-MG量の上昇は,器械的刺激による急性炎症反応によるものと推測される.
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炎症反応によって生成されたこれらのサイトカインは,骨芽細胞,破骨細胞の
産生を促進し,骨吸収と骨形成によって骨のリモデリングが起こり,その結果,
歯が移動すると考察される。
以上のことより,本研究では,骨吸収や骨形成に関与するサイトカインとそ
れらと相乗的に作用するとされているサイトカインが同様の一過性の上昇を示
したことから,矯正的歯の移動に伴う骨代謝に関与すると考えられているサイ
トカインの動態が,ヒトGCF中に反映することを確認した。
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Interleukin(II⇒‐lβ,TumOr Necrosis Factor‐α,IL…6,Epidermal
GrOwth Factor,and Transforming GrOwth Factor¨βl levels are
elevated in gingival crevicular ttuid du五ng hum n orthodontic
tooth lnovement
Setsuko U圧〕MATSU
Departlnent of Orthodontiにs,
Nagano 399‐07,Japan。
Matsumo o Dental Conege, shi可hi,
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Bone remodehng is a complex process regulated by several inediators。
Recent work has revealed that cytokines and growth factors have
signincant e■bcts On bone cen metabolism.HOwever,little information is
ava■able concerning the productibn of cytokines during orthodontic tooth
movement in human sutteCtS,and there is no non¨mvasive model for
deterIIlining the productibn of cytokhes.Therefore,the purpose of this
study was to ident量シ an  quant」レ the VariOus cytokines in human
15
glng市al crevicular iuid(GCF),and tO investigate the changes in the士
levels during orthodOntic tooth movement.Twelve patients(mean age,
14。4 years)were used as sutteCtSo An upper canine ofeach patient ha宙ng
one treatment for distal lnovements served as the experilnental tooth,
whereas the contralateraland antagonistic canines were used as controls.
The GCF around the experllnental and the twO cOntrol teeth was taken
iom each suttectimmediately before act市ation,and at l,24,and 168 hr
ater the initiation oftoOth nlovemento Cytokine levels were deternlined by
ELISAs.The concentrations Of interleukin cL)‐lβ, tuΠLOr n Crosis
factor‐(χ,IL‐6,epidermal growth factOr,and transforming gro就h factor‐
βl Were signincantly higher in the experilnental group than in the
controls at 24 hr after the the experiΠl nt was initiated.A■the cytOkines
remained at basehne levels throughout the experilnent fOr the bⅣO cOn rol
groups.In contrast to cytokine alteration,the amount of total protem in
the GCF exhibited a gradual increase,but no signincant direrence was
observed bebⅣeen the control and expe五mental groupso Since an cytokines
in GCF play an important role in the bone remodeling prOcesses ih l燿tro,
the present results hdicate that the changes llll cytokines in GCF are
associated with orthOdontic tooth lllovement。
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付図の説明
図l GCF採取時の口腔内写真
実験歯ならびに対照歯の遠心面から採取しているところを示す。
A:Experimental site, B:Contralateral ste
図2 GCFと唾液の二次元電気泳動像を示す。
一次元めに変性剤を用いないアンフォラインを含んだ5%グルによる等
電点電気泳動を行い,その後ゲルを取り出し,二次元めに同じく変性剤
を含まない10%アクリルアミドによる電気泳動を行った。タンパク質の
検出は銀染色法 (silver stein kit,BIo‐Rad,Hercules,CA,U.S.A.)
により行った。
(→:移動開始直後の実験歯から採取されたGCF,o:耳下腺由来の唾液,
0:舌下腺と顎下腺由来の唾液
図3 GCF中のサイ トカインならびにタンパク量の変化を示す
グラフ中のデータは平均±標準誤差で表す
Exp_site:Experimental site, Contosite:COntralateral site,
Ant.stte:Antagonlntic site
p:危険率
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(→IL‐lβ, o)TNF―α, O IL‐6,(のEGF,(e)TGF―βl, o β2-MG,
(Dタンパク量
図4 実験歯について求めたGCFの二次元電気泳動像を示す
二次元電気泳動法は図2に同じ
A:移動開始直後,B:1時間後,C:24時間後,D:168時間後
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